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BCA : Bicinchoninic acid disodium 
BSA : Bovine serum albumin 
CADM1 : Cell adhesion molecule 1 
CASK : Calcium/calmodulin dependent serine protein kinase 
CMV : Cytomegalovirus 
ECL : Enhanced chemiluminescence system 
ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay 
EM-CCD : Electron multiplying charge coupled device 
GABA : gamma-aminobutyric acid 
GLase : Gaussia luciferase (Protein) 
GLP-1/2 : Glucagon-like peptide 1/2 
GLuc : Gaussia luciferase (Gene) 
GRPP : Glicentin related pancreatic peptide 
HEPES : N-2-hydrixyethlpiperazine-N’-2-ethane sulfonic acid 
KRHB : Krebs-Ringer-HEPES buffer 
MAGUK : Membrane-associated guanylate kinase 
MPGF : Major proglucagon fragment 
MSD : Mean square displacement 
N-CAM : neural cell adhesion molecule 
Necl-2 : Nectin-like protein-2 
NP-40 : Nonidet P-40 
PBS : Phosphate buffered saline 
PC : Prohormone convertase  
PCR : Polymerase chain reaction 
PDZ domain : Postsynaptic density- 95/Discs large/ Zona-occludens-1 domain 
PGCG : Proglucagon 
PVDF : Polyvinylidene difluride 
RA175 : Retinoic acid 175 
SDS-PAGE : Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
SgIgSF : Spermatogenic immunoglobulin superfamily 
SNAP-25 : Synaptosomal-assocaited protein of 25 kDa 
SynCAM : Synaptic cell adhesion molecule 
TIRF : Total internal reflection fluorescence 
TSLC1 : Tumor suppressor in lung cancer 1 




Ⅰ−1.	 	 	  膵臓ランゲルハンス島（膵島）細胞と糖尿病 
Ⅰ−1−1.   糖尿病の現状 
	 生体内の血中糖濃度は、膵臓ランゲルハンス島（膵島）細胞や視床下部、腸などの組織・










糖が 110 mg/dl 未満、負荷後2時間血糖値が140 mg/dl 未満、HbA1cが4.6 ~ 6.2%とされ、糖尿
病型では空腹時血糖値が126 mg/dl または負荷後2時間血糖値が200 mg/dlを超え、HbA1cが 
6.5%以上となる。また、境界型は、正常型と糖尿病型の中間の区分であり、糖尿病型に準じ
る状態であるため、食生活や運動習慣などを見直して耐糖能異常を改善するのが望ましい






によって発症し、全糖尿病患者数の90%以上を占めている［Kahn et al., 2014; Chen et al., 2011］。 
	 世界の総人口における糖尿病有病率は、2015年は8.8%（約4億2,000万人）、2040年には10.4%

















Figure 1-1. 糖尿病の判定区分。正常型（空腹時血糖値 110 mg/dl 未満、負荷後2時間血糖値 140 
mg/dl 未満、HbA1c 4.6 ~ 6.2%）、境界型（空腹時血糖値 110 ~ 126 mg/dl、負荷後2時間血糖値 



















素薬、グリニド薬、Dipeptidyl peptidase（DPP）-4 阻害薬、Glucagon like peptide（GLP）-1薬）、
糖吸収抑制・排出促進系（α-グルコシダーゼ阻害薬、ナトリウム・グルコース共輸送体（GLUT）























































































































昇物質として発見された[Kimball et al., 1923]。その後、1948年にSutherlandらの研究から、グ
ルカゴンが膵島α細胞由来の血糖上昇ホルモンとして肝臓におけるグリコーゲン分解に作用





血糖が上昇しないことが報告された［Hancock et al., 2010］。また、全身のグルカゴン受容体




α/β細胞比が増加している［Spijker et al., 2015］ことから、糖尿病の発症にはグルカゴンが中

































血管周囲に分布し、その周囲をβ細胞が囲むように位置している（Figure 1-4）［Bosco et al., 
2010;  Caicedo., 2013］。また、膵島細胞の構成比も異なり、マウスではβ細胞が大部分を占め
るのに対して、ヒトではα細胞の存在比が高い（Table 1A）。このように、膵島細胞間の同種・















































Scale bar = 50 µm (A), 10 µm 






























Mouse 18 77 5
Human 38 55 7
δ cells (%)# of cells/
# of total cells
α cells (%) β cells (%)
4860 82 3
C C C C




Ⅰ−1−5.	 グルカゴンとGlucagon-like peptide (GLP)-1/2の相同性 
	 グルカゴンは、膵島α細胞内でプログルカゴン（Proglucagon: PGCG）がProhormone  
convertase 2（PC2）によってプロセシングを受けることで生成される29アミノ酸残基のペプ








てきたと考えられる（Figure 1-5B, C）。 
	  また、プログルカゴンは、腸管L細胞や胃細胞にも発現しており、L細胞に発現する
Prohormone convertase 1/3（PC1/3）によってプロセシングを受けることでGlicentinやGLP-1/2


































A    
                                                                                           Glucagon 
human RSLQDTEEKSRSFSASQADPLSDPDQMNEDKRHSQGTFTSDYSKYLDSRRAQ 
mouse HALQDTEENPRSFPASQTEAHEDPDEMNEDKRHSQGTFTSDYSKYLDSRRAQ 
      ::******: *** ***::  .***:************************** 
                             GLP-1  
human DFVQDFVQWLMNTKRNRNNIAKRHDEFERHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFI 
mouse DFVQDFVQWLMNTKRNRNNIAKRHDEFERHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFI 
      ****************************************************    
                               GLP-2 
human AWLVKGRGRRDFPEEVAIVEELGRRHADGSFSDEMNTILDNLAARDFINWLI 
mouse AWLVKGRGRRDFPEEVAIAEELGRRHADGSFSDEMSTILDNLATRDFINWLI 


























Glucagon     ------HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT---- 
GLP-1        HDEFERHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG– 
GLP-2        ------HADGSFSDEMNTILDNLAARDFINWLIQTKITD 











2 68CC 5G 2
4 6 84 6 68
2 68CC 5G 2
8C 4 / 68 -‐‑‒322 1 G 7
-‐‑‒ 68 -‐‑‒/2   -‐‑‒/2  2
-‐‑‒ 64   




Ⅰ−1−6.	 接着分子 Cell adhesion molecule 1 (CADM1) 
    接着分子CADM1（TSLC1、RA175、Necl-2、SgIgSF、SynCAM1）は、同時期に複数の研究
グループで同定されたため、様々な名称がつけられていたが、2006年に名称がCADM1に統
一された［Kuramochi et al., 2001; Urase et al., 2001; Wakayama et al., 2001; Shingai et al., 2003; 




チーフを有している（Figure 1-6）［Yageta et al., 2002; Murakami et al., 2014］。CADM1は、
細胞膜上でホモ二量体を形成し、Ca2+、Mg2+非依存的に隣接する細胞のCADM1と同種親和性
に、または、nectin-3、nectin-like molecule (Necl)-1、Necl-5、class-I- restricted T cell-associated 
molecule (CRTAM) と異種親和性に結合して細胞間接着に寄与することが知られている［Chan 





ことが示唆された［Ito et al., 2012］。その一方で、CADM1の発現は、膵臓癌の中でもホルモ
ン分泌が亢進している患者のグルカゴノーマで亢進しており［Ito et al., 2012］、またⅡ型糖

















































Ⅰ−1−7.	 本研究の目的  























           第Ⅱ章	 PGCG-GLaseをレポーターとするグルカゴン分泌解析 
	 	 	 	 	 	 	 ：生物発光イメージング法による相対定量的可視化と細胞接着の役割 
 






















































ンパク質動態の可視化解析が可能となった［Suzuki et al., 2007, 2011a, 2011b, 2014］。 
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ロセシングを受けることにより生成されることが示唆されている［McGirr et al., 2013; 
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 分泌シグナルペプチド（GLsp: GLase-signal peptide）とガウシアルシフェラーゼ（GLase: 
Gaussia Luciferase）を含むGLsp-GLaseを発現させるためにCMVプロモーターによって発現が
調節されるプラスミドベクターにGaussia princeps由来野生型GLase遺伝子（wGLuc: wild type 
GLuc）、一般的に使用されているヒトコドン最適化GLase遺伝子（hGLuc: human codon 
optimized GLuc; Prolume）、Preferred法を用いてヒトコドンに最適化したGLase遺伝子（pGLuc: 
preferred human codon optimized GLuc）を挿入した3種のpcDNA3-wGLuc, pcDNA3-hGLuc, 









wPGCG-HindⅢ-F (5’ ccc AAGCTT GCCACC ATG AAA AGC ATT TAC TTT GTG GCT 3’) 







ついては、Sequence Manipulation SiteのSequence Analysis（http://www.bioinformatics.org/ 

















         M  K  S  I  Y  F  V  A  G  L  F  V  M  L  V  Q  G  S  W  Q   (20) 
wPGCG   ATGAAAAGCATTTACTTTGTGGCTGGATTATTTGTAATGCTGGTACAAGGCAGCTGGCAA 
pPGCG   ATGAAGAGCATCTACTTCGTGGCCGGCCTGTTCGTGATGCTGGTGCAGGGCAGCTGGCAG 
        ***** ***** ***** ***** **  * ** ** ******** ** ***********  
 
         R  S  L  Q  D  T  E  E  K  S  R  S  F  S  A  S  Q  A  D  P   (40) 
wPGCG   CGTTCCCTTCAAGACACAGAGGAGAAATCCAGATCATTCTCAGCTTCCCAGGCAGACCCA 
pPGCG   AGAAGCCTGCAGGACACCGAGGAGAAGAGCAGATCCTTCAGCGCCAGCCAGGCCGACCCC 
         *   *** ** ***** ********   ****** ***   **   ****** *****  
 
         L  S  D  P  D  Q  M  N  E  D  K  R  H  S  Q  G  T  F  T  S   (60) 
wPGCG   CTCAGTGATCCTGATCAGATGAACGAGGACAAGCGCCATTCACAGGGCACATTCACCAGT 
pPGCG   CTGAGCGACCCCGACCAGATGAACGAGGACAAGAGACACAGCCAGGGCACCTTCACCAGC 
        ** ** ** ** ** ****************** * **    ******** ********  
 
         D  Y  S  K  Y  L  D  S  R  R  A  Q  D  F  V  Q  W  L  M  N   (80) 
wPGCG   GACTACAGCAAGTATCTGGACTCCAGGCGTGCCCAAGATTTTGTGCAGTGGTTGATGAAT 
pPGCG   GACTACAGCAAGTACCTGGACAGCAGAAGAGCCCAGGACTTCGTGCAGTGGCTGATGAAC 
        ************** ******  ***  * ***** ** ** ********* *******  
 
         T  K  R  N  R  N  N  I  A  K  R  H  D  E  F  E  R  H  A  E  (100) 
wPGCG   ACCAAGAGGAACAGGAATAACATTGCCAAACGTCACGATGAATTTGAGAGACATGCTGAA 
pPGCG   ACCAAGAGAAACAGAAACAACATCGCCAAGAGACACGACGAGTTCGAGAGACACGCCGAG 
        ******** ***** ** ***** *****  * ***** ** ** ******** ** **  
 
         G  T  F  T  S  D  V  S  S  Y  L  E  G  Q  A  A  K  E  F  I  (120) 
wPGCG   GGGACCTTTACCAGTGATGTAAGTTCTTATTTGGAAGGCCAAGCTGCCAAGGAATTCATT 
pPGCG   GGCACCTTCACCAGCGACGTGAGCAGCTACCTGGAGGGCCAGGCCGCCAAGGAGTTCATC 
        ** ***** ***** ** ** **    **  **** ***** ** ******** *****  
 
         A  W  L  V  K  G  R  G  R  R  D  F  P  E  E  V  A  I  V  E  (140) 
wPGCG   GCTTGGCTGGTGAAAGGCCGAGGAAGGCGAGATTTCCCAGAAGAGGTCGCCATTGTTGAA 
pPGCG   GCCTGGCTGGTGAAGGGCAGAGGCAGAAGAGACTTCCCCGAGGAGGTGGCCATCGTGGAG 
        ** *********** *** **** **  **** ***** ** ***** ***** ** **  
 
         E  L  G  R  R  H  A  D  G  S  F  S  D  E  M  N  T  I  L  D  (160) 
wPGCG   GAACTTGGCCGCAGACATGCTGATGGTTCTTTCTCTGATGAGATGAACACCATTCTTGAT 
pPGCG   GAGCTGGGCAGAAGACACGCCGACGGCAGCTTCAGCGACGAGATGAACACCATCCTGGAC 
        ** ** *** * ***** ** ** **    ***   ** ************** ** **  
 
         N  L  A  A  R  D  F  I  N  W  L  I  Q  T  K  I  T  D  R  K  (180) 
wPGCG   AATCTTGCCGCCAGGGACTTTATAAACTGGTTGATTCAGACCAAAATCACTGACAGGAAG 
pPGCG   AACCTGGCCGCCAGAGACTTCATCAACTGGCTGATCCAGACCAAGATCACCGACAGAAAG 







































































































(/1000) ratio w p w h p
GGC 22.2 0.337 5 9 2 9 16
GGA 16.5 0.250 2 0 9 2 0
GGG 16.5 0.250 1 0 1 4 0
GGT 10.8 0.163 1 0 5 9 1
GCC 27.7 0.400 6 13 6 10 17
GCT 18.5 0.266 6 0 9 3 1
GCA 15.8 0.228 1 0 3 2 0
GCG  7.4 0.106 0 0 0 3 0
GTG 28.1 0.463 3 8 4 7 0
GTC 14.5 0.238 1 0 0 3 11
GTT 11.0 0.182 1 0 3 1 0
GTA  7.1 0.117 3 0 4 0 0
CTG 39.6 0.396 3 12 3 9 16
CTC 19.6 0.196 1 0 4 4 0
CTT 13.2 0.132 4 0 4 1 0
TTG 12.9 0.129 3 0 2 2 0
TTA  7.7 0.077 1 0 2 0 0
CTA  7.2 0.071 0 0 1 0 0
ATC 20.8 0.470 1 8 2 10 13
ATT 16.0 0.361 6 0 8 2 0
ATA  7.5 0.169 1 0 3 1 0
M ATG 22.0 1.000 5 5 4 4 4
TTC 20.3 0.536 5 11 2 5 7
TTT 17.6 0.464 6 0 5 2 0
W TGG 13.2 1.000 4 4 1 1 1
CCC 19.8 0.324 0 3 3 4 9
CCT 17.5 0.287 1 0 2 2 0
CCA 16.9 0.277 2 0 4 1 0
CCG  6.9 0.113 0 0 0 2 0
AGC 19.5 0.240 3 16 2 2 4
TCC 17.7 0.218 4 1 0 2 0
TCT 15.2 0.188 3 0 1 1 0
TCA 12.2 0.151 3 0 1 0 0
TCG 12.1 0.054 0 0 0 0 0
AGT  4.4 0.150 4 0 1 0 1
ACC 18.9 0.355 6 9 1 5 9
ACA 15.1 0.284 2 0 3 1 0
ACT 13.1 0.247 1 0 4 1 0
ACG  6.1 0.114 0 0 1 2 0
TGC 12.6 0.544 0 0 5 7 11
TGT 10.6 0.456 0 0 6 4 0
TAC 15.3 0.557 2 4 0 1 1
TAT 12.2 0.443 2 0 1 0 0
AAC 19.1 0.530 5 8 3 5 6
AAT 17.0 0.470 3 0 3 1 0
CAG 34.2 0.735 5 10 1 6 7
CAA 12.3 0.265 5 0 6 1 0
GAC 25.1 0.535 7 16 6 9 12
GAT 21.8 0.465 9 0 6 3 0
GAG 39.6 0.578 6 13 3 9 12
GAA 29.0 0.422 7 0 9 3 0
AAG 31.9 0.566 5 10 6 14 19
AAA 24.4 0.434 5 0 13 5 0
AGA 12.2 0.215 3 16 2 0 5
AGG 12.0 0.211 6 0 2 1 0
CGG 11.4 0.201 0 0 0 1 0
CGC 10.4 0.184 2 0 0 3 0
CGA  6.2 0.109 2 0 0 0 0
CGT  4.5 0.080 3 0 1 0 0
CAC 15.1 0.582 1 4 2 2 2
CAT 10.9 0.418 3 0 0 0 0
TGA  1.6 0.467 0 0 0 0 0
TAA  1.0 0.296 0 0 0 1 1
TAG  0.8 0.237 0 0 0 0 0
181 181 185 185 185






























Ⅱ−2−3.	 細胞培養と遺伝子導入  
	 マウス膵島α細胞モデルとしてαTC1.6細胞をAmerican Type Culture Collection（ATCC）より
購入した。細胞は、10%のFBS（Gibco）と100 U/ml	 ペニシリン、100 µg/ml ストレプトマイ




2.8 mM グルコースへの応答性がある細胞を選択することでαTC1.6PGCG-GLase細胞（clone No. 7）
を樹立した。 
 
Ⅱ−2−4.	 GLaseとPGCG-GLase の発光活性測定   
	 一過性にsiRNA及びPGCG-GLuc遺伝子をαTC1.6細胞に導入した際の発光活性変化は以下の
手順で測定した。ポリ-D-リジンコート処理を施した24ウェルプレート（BD Bioscience）に
αTC1.6細胞（1 × 105細胞/well）を播種し、48時間培養後に培地交換を行い0.5 µg PGCG-GLase
発現ベクターを導入した。遺伝子導入48時間後に培養上清を300 ×g、4℃、5分間遠心し細胞




ェルプレートにαTC1.6PGCG-GLase細胞（1 × 105 細胞/well）で播種し、48時間培養した。細胞を
20 mM グルコースを含むKRHB緩衝液で2回洗浄し、2.8 mM（低グルコース条件）または20 
mMグルコース（高グルコース条件）を含むKRHB緩衝液に置換して37℃で1時間静置した。




Ⅱ−2−5.	 免疫染色法  
	 マトリゲルコートを施したFalcon 4 -well chamber slide（BD Bioscience）にαTC1.6PGCG-GLase
安定発現細胞（5 × 104 細胞/well）を播種し48時間培養した。細胞を4%パラホルムアルデヒド
/PBSで1時間固定処理を行い、0.1% Triton X-100/PBSで30分間可溶化処理を行った後、1% 
BSA/PBSで30分間ブロッキング処理を行い、一次抗体溶液を加え4℃で一晩静置した。翌日、
一次抗体を認識する二次抗体溶液を用いて3時間室温静置をおこなった。Alexa Fluor 488、546
の蛍光シグナルは、共焦点レーザー走査顕微鏡（LSM−710 Meta; Carl Zeiss Microscopy）とZen 
software（Carl Zeiss Microscopy）を用いて検出した。 
 
一次抗体の希釈率 
	 Rabbit anti GLase polyclonal antibody         (#401, Prolume)      1:1000 
	 Mouse anti Glucagon monoclonal antibody  (C-11, Santa Cruz)  1:200 
 
二次抗体の希釈率 
	 Alexa Fluor 488 標識 Goat anti mouse IgG antibody (A11008, Invitrogen) 1:2000 






プレート（BD Bioscience）に 1 × 106細胞/ウェルで播種し、48時間培養した。20 mMグルコー
スを含むKRHBで3回洗浄後、2.8 mM グルコースを含む500 µl KRHBで1時間培養した。培養
上清に含まれる融合タンパク質を検出するため、培地上清を全て回収後300 × g、5分間4℃で
遠心し、細胞除去を行い4 × LDS Buffer (Invitrogen) を添加して分泌サンプルとした。 
	 細胞に含まれる融合タンパク質を検出するため、細胞をPBSで3回洗浄し、100 µlの 
Passive Lysis buffer（Promega）を加え氷上で30分間静置した。さらに、15,000 × g、10分間遠
心し、BCA法によるタンパク定量を行い、4 × LDS Bufferを加えて細胞サンプルとした。分泌、





0.1% Tween/PBSで洗浄した（10分間2回）。Western chemiluminescence kit（Luminata Forte, 
Millipore）により目的タンパク質のシグナルをLAS-4000mini（Fujifilm）を用いて検出した。




	 Rabbit anti GLase polyclonal antibody       （#401, Prolume）    1:1000 
	 Mouse anti Glucagon monoclonal antibody（C-11, Santa Cruz）1:200 
	  
二次抗体の希釈率 
	 HRP 標識 Goat anti rabbit IgG antibody （NA9340V, GE Healthcare）1:5000 
	 HRP 標識 Goat anti mouse IgG antibody（NA9310V, GE Healthcare）1:5000 
 
 
Ⅱ−2−7.	 生物発光イメージング法の実施  
	 生物発光イメージング法を用いた分泌タンパク質の可視化解析を行った。生物発光シグナ
ルは、簡易暗箱中に組み立てられた顕微鏡ステージ自動温度制御システム（Tokai hit）と水




ライレンズ（NA 0.75, Olympus）を用いて pixel size が650 nm × 650 nmの条件で撮影を行った。
発光活性シグナルデータは、AQUACOSMOSソフトウェア Ver.2.6（Hamamatasuphotonics）を
用いて露光時間 500 msec/frame、転送時間は1.712 msec/imageの条件下で取得した。発光強度
の経時変化解析は、AQUACOSMOSソフトウェアを用いて解析した。 
   生物発光イメージング法によるαTC6PGCG-GLase細胞からのPGCG-GLase分泌の可視化は以下
の手順で行った。αTC6PGCG-GLase細胞（1× 105細胞 / dish）をポリ-D-リジンコートを施した35-mm 
ガラスボトムディッシュ（Mat-Tek）に播種し、20 mMグルコースを含むKRHBで3回洗浄し、
 22 
3 µg/ml セレンテラジンと20 mMグルコースを含むKRHB 1 mlを加え顕微鏡のステージにセ
ットした。焦点面を細胞とガラスの接着部位から2 µmの位置に合わせ、3分間連続撮影を行
った。続いて、終濃度50 mM KClになるようにKRHBを加えKCl脱分極刺激を行った。 
 
Ⅱ−2−8.	 統計処理 
	 得られたデータは、平均 ± 標準偏差で示した。KaleidaGraphを用いてOne way Anovaによる



















































table: http://www.kazusa.or.jp/codon, Table 2,3）のみを使用して遺伝子配列を決定する簡便なコ
ドン最適化法であるPreferred human codon optimized method（Preferred法）が報告されている









ルシフェラーゼ遺伝子（wGLuc: wild GLuc）［Byan et al., 1999］と市販の汎用ヒト最適化ガウ
シアルシフェラーゼ遺伝子（hGLuc: human codon optimized GLuc）［Tannous et al., 2005］、
Preferred法で作製したヒト最適化ガウシアルシフェラーゼ遺伝子（pGLuc: preferred human 
codon optimized GLuc）［Inouye et al., 2015］の3種の遺伝子をαTC1.6細胞に一過性に導入し、
その発光活性量を測定した［Byan et al., 1999; Tannous et al., 2005; Inouye et al., 2015］。その結
果、wGLucの発光量（0.88×107 rlu / well）と比較して pGLucの発光量（30.60 ×107 rlu / well, 
wGLucの34.8倍, p = 0.0016）は有意に増大し、hGLucの発光量（32.40 ×107 rlu / well, wGLucの
36.8倍, p = 0.0011）と同程度の値を示した（Figure 2-6C）。 
    次に、PGCG-GLase融合タンパク質の発現におけるPreferred法によるコドン最適化遺伝子の
有効性について、検討を行った。ヒト野生型PGCG遺伝子（wPGCG: wild type human PGCG）






×107 rlu / well、wPGCG-pGLucで6.28 × 107 rlu / well、pPGCG-hGLucで6.27 ×107 rlu / well、



















Ⅱ−3−2.	  細胞外からの刺激よるPGCG-GLase分泌 
    グルカゴンは、先に述べたようにGLP-1やGLP-2とのアミノ酸の相同性が高いため、グルカ
ゴンを定量化するためには、グルカゴンのN末、C末をそれぞれ認識する抗体を用いたサンド



























上昇させると考えられる［Zhang et al., 2013］。そこで、αTC1.6細胞にpPGCG-pGLuc遺伝子を
一過性に導入し、グルカゴン分泌抑制条件である20 mM 高グルコース刺激、またはグルカゴ
ン分泌刺激条件である2.8 mMグルコースと50 mM KCl脱分極刺激を37℃で一時間行い、培養
上清1 µlから発光量を測定した。その結果、20 mMグルコース（58.56 × 106 rlu / well）と比較
して、2.8 mMグルコース（125.05 × 106 rlu / well）と50 mM KCl（127.16 × 106 rlu / well）条件
下の発光量はそれぞれ2.12倍（p=0.017）、2.19倍（p=0.014）と有意に増加した（Figure 2-8）。














Figure 3-6.  Preferred法による発光活性量の変化。 
（A）GLuc遺伝子模式図。（B）PGCG-GLuc遺伝子の組み合わせ模式図。（C）導入GLucに
よる発光活性量の違い。（D）各遺伝子の組み合わせによるPGCG-GLase発光活性量の変化。
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Figure 2-8.	 PGCG-GLase融合タンパク質を用いたグルカゴン分泌測定。 低グルコース刺激お
よびKCl刺激により培養上清に含まれる発光活性量が増加することが示された。n=5、*p<0.05, 
mean ± SD 
 
 








































































Figure 2-9.	 PGCG-GLase融合タンパク質安定発現細胞の特徴。 
（A）	 ウェスタンブロット解析では、セルライセートと培養上清のそれぞれで融合タンパク
質とそのプロセシング産物を検出した。 
1.PGCG-GLase 2.MPGF-GLase 3.ΔMPGF-GLase  *.プロセシング産物 
（B）PGCG-GLase発現細胞を用いた蛍光免疫染色画像。 
（C）BのMerge画像のaからbの蛍光強度を定量化したもの。PGCG-GLase融合タンパク質の 
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分泌が促進されるため、グルカゴン分泌は抑制されると考えられている［Bansal et al., 2008; 




















et al.,  2007］。これに対して、フレーム毎の露光時間が短い（500 ms/frame 以内）ときには、
細胞内のPGCG-GLase由来の微弱光はバックグラウンドに近く、分泌由来の強い発光シグナ





















［Erez et al., 2015］。膵島α細胞のグルカゴン分泌部位の形成とグルカゴン分泌量の増大に対
しても細胞間接着部位の形成が深く関与していると考えられている。本研究では、グルカゴ
ン分泌はインスリン分泌が比較的細胞密度の低い細胞からも分泌が観察されるのに対して



































Figure 2-10.   ビデオレート生物発光イメージング
法によるグルカゴン分泌の解析。 






















































































































Ⅲ−1.	 	 	  緒言  










割を果たすと考えられている［Borden et al., 2013; Geron et al., 2015］。膵島細胞には、神経に
発現する Neurexin/Neuroligin-2 や Neural cell adhesion molecule (N-CAM) 、Connexin 36、Ephrin 
5A、E-cadherinが発現していることが明らかになっている［Ravier et al., 2005; Konstantinova et 
al., 2007; Jaques et al, 2008; Olofsson et al., 2009; Suckow et al., 2008, 2012］。しかし、膵島細胞
の接着分子に関する研究は、膵島β細胞同士に焦点を当てたものがほとんどであり、膵島α細
胞間の相互作用に関する接着分子の研究は断片的である。そのため、膵島の細胞に発現する
接着分子の体系的な理解は進んでいない（Figure 3-1）［Ito et al., 2008; Olofsson et al., 2009;Wang 
et al., 2005］。 
 
Ⅲ−1−2.	 膵島細胞の開口放出機構 




て［Mandic et al., 2011; Zhu et al., 2012］細胞骨格タンパク質（アクチン、微小管）［Meng et al., 
1997; Kalwat et al., 2013］がインスリン分泌を制御することが報告されている。膵島β細胞の
インスリン顆粒動態に関する研究は生細胞を用いて盛んに行われており、細胞膜へのインス
リン顆粒の移行は、インスリンの開口放出に必須であることが分かっている［Varadi et al., 
2002; Heaslip et al., 2014; Hoboth et al., 2015］。	  
	 	 一方、膵島α細胞では、SNAREタンパク質としてSyntaxin 1、SNAP-25、VAMP2、
Synaptotagmin-7、Munc13-1、Munc18aが発現していることは報告されている［Xia et al., 2007; 










Figure 3-1.	 膵島α細胞間に発現する接着分子の機能。 































Ⅲ−2.	    	 材料と方法  
Ⅲ−2−1.	 使用試薬 
	 G418とサイトカラシン D、ノコダゾール、quinacrineは、Wakoから購入した。 
 





彰彦教授より提供されたものを用いた。簡単に樹立法を記す［Koma et al., 2012］。pSilerncer 
3.1-H1 neoベクター（Ambion）に制限酵素BamHIとHindⅢサイトを用いて二本鎖siRNAを組み
込んだ。siRNAの遺伝子配列は、Ambionのthe siRNA Target Finder program
（http://www.thermofisher.com/jp/ja/home/brands/invitrogen/ambion.html）を用いて作成した。
Negative control用のベクターは哺乳類遺伝子に影響を及ぼさない21塩基をスクランブルした
もの（Ambion）を用いた。αTC6細胞にリポフェクション試薬 FuGENE 6 （Roche Diagnostics）
を用いて遺伝子導入を行い、0.4 mg/ml G418（Wako）でセレクションを行った。 
 
shRNA-CADM1遺伝子配列 
      Sense  : 5’-gatccgtaagagtgacgactcagtgttcaagagacactgagtcgtcactcttattttttggaaa-3’ 
Anti-sense: 5’-agcttttccaaaaaataagagtgacgactcagtgtctcttgaacactgagtcgtcactcttacg-3', 
 
Ⅲ−2−3.	 GLaseとPGCG-GLase の発光活性測定   
    一過性にpPGCG-pGLuc遺伝子と5 nMのsiRNA-CADM1（下記）またはsiRNA-Negative    
control（Silencer negative control No.1, AM4611, Thermo Fisher）をαTC1.6細胞に導入した際の
発光活性変化は以下の手順で測定した。ポリ-D-リジンコート処理を施した24ウェルプレート
（BD Bioscience）にαTC6細胞（1 × 105細胞/well）を播種し、48時間培養後に培地交換を行い、





Sense    : 5’-uaagagugacgacucagugtt-3’  
Anti-sense: 5’-cacugagucgucacucuuatt-3’  
 
Ⅲ−2−4.	 ウェスタンブロット法  
	 αTC6細胞、αTC6siRNA-CADM1細胞、αTC6siRNA-Neg. Con.細胞をポリ-D-リジンコートを施した6ウ
ェルプレート（MatTek）に 1×106 細胞/wellで播種し、48時間培養した。氷冷したPBSで3回洗
浄後、100 µlのLysis buffer（20 mM HEPES, pH 7.9, 0.1% NP-40, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM 
dithiothreitol, 10 mM Na3VO4, 10 µg/ml phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 µg/ml leupeptin, and 10% 













	 Rabbit anti CADM1 antibody（S4945, Sigma-Aldrich）1:1000 
	 Mouse anti GAPDH antibody（3H12, MBL）	  	 	     1:5000 
二次抗体の希釈率 
	 HRP 標識 Goat anti rabbit IgG antibody （sc-2006, Santa Cruz）1:2000 
	 HRP 標識 Goat anti mouse IgG antibody（sc-2005, Santa Cruz）1:2000 
 
Ⅲ−2−5.	 免疫染色法  
	 マトリゲルコートを施した 4ウェルガラスプレート（Millicell EZ slide, Merck Millipore）に
細胞を播種し、一晩培養した。細胞を5 µMノコダゾールまたは 2 µM サイトカラシンDを含
むKRHB溶液で30分間処理した。その後、細胞を4%パラホルムアルデヒド/PBSで1時間固定
処理を行い、0.1% Triton X-100/PBSで30分間可溶化処理を行った後、0.2% BSA/PBSで30分間
ブロッキング処理を行った。微小管チューブリンを標識するため、一次抗体としてmouse anti 
α-tubulin antibody（Sigma-Aldrich, 1:1000）溶液を用いて4℃、一晩静置した。翌日、二次抗体 
Alexa Fluor 488 標識 Goat anti mouse IgG（Invitrogen, 1:2000）溶液とアクチンを標識するため、
13.2 nMローダミンX結合ファロイジンを用いて3時間室温静置を行った。Alexa Fluor 488とロ





細胞/dishで播種し、48時間培養した。細胞を5 µMノコダゾールまたは 2 µM サイトカラシン
Dを含むKRHB溶液で30分間処理した。観察30分前に3 µM quinacrine で15分間染色し、KRHB
緩衝液（10 mM HEPES, pH 7.4, 130 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 1.5 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 1.2 
mM KH2PO4, 5.5 mM グルコース,  0.2% BSA, pH 7.4）で3回洗浄した。染色した細胞は、ニポ
ウディスク方式共焦点レーザー走査ユニット（CSU-W1; Yokogawa Electric）を搭載した倒立
型顕微鏡（IX81-ZDC2; Olympus）を用いて500 msec/frameで5分間連続撮影した。対物レンズ
は、ApoN 60× OTIRF 油浸レンズ（NA 1.49, Olympus）を用いてpixel sizeが 266.7 nm × 266.7 nm
の条件で撮影を行った。488 nm ダイオード励起固定レーザー（Sapphire 488 LP; Coherent）で 
quinacrine を励起し、発せられた蛍光は、エミッションフィルター（FF01-520/35; Rochester）
を通して水冷式EM-CCDカメラ（ImagEM X2, 16 µm × 16 µm, 512 × 512 pixel ; Hamamatsu 

















Ⅲ−2−7.	 統計処理  
	 得られたデータは、平均 ± 標準偏差で示した。KaleidaGraph（Synergy software）を用いて








































































































































































Ⅲ−3−3.	 α細胞内顆粒動態の測定  














であると考えられる［Paroutis et al., 2004］。膵島α細胞のグルカゴン顆粒動態を測定するため、
酸性顆粒に集積し、プログルカゴンとmCherryの融合タンパク質を含む顆粒とほぼ局在が一
致する（相関係数：0.78 ± 0.04）蛍光色素 Quinacrine を用いて細胞を染色し、その顆粒動態を
EM-CCDカメラ搭載ニポウディスク方式共焦点レーザー走査顕微鏡を用いて500 msec/frame 
で5分間測定した。得られたデータをImage J: Plug-in manual trackingを用いて30秒間に移動す
る顆粒のX,Y座標から顆粒の軌跡解析を行い、60顆粒の平均移動速度を算出した。その結果
を野生型αTC6細胞株（0.236 ± 0.010 µm/s）、αTC6siRNA-CADM1細胞（0.190 ± 0.016 µm/s）、
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Ⅲ−3−5.	 細胞骨格阻害薬添加時の細胞内骨格タンパク質の変化  




























Ⅲ−3−6.	 細胞骨格タンパク質阻害薬処理時のα細胞内顆粒動態変化	   
	 次に、細胞骨格阻害薬で処理を行った際のα細胞内顆粒動態を測定した。ノコダゾール処
理により、細胞内顆粒の移動速度は3種の細胞全てで抑制され（Figure 3-8A）、平均顆粒速度
はαTC6細胞で0.111 ± 0.010 µm/s（阻害薬非処理群 0.258 ± 0.163 µm/s, p<0.0001）、
αTC6siRNA-CADM1細胞で0.102 ± 0.009 µm/s（阻害剤非処理群 0.180 ± 0.089 µm/s, p<0.0001）、





























































































































































































6. 41-‐‑‒   


























Ⅱ−3−8.	 CADM1によるα細胞内顆粒動態の解明  
	 先行研究では、CADM1の発現抑制によってアルギニンや低グルコース刺激に伴うα細胞か
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